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Oz
Misir (Zea mays) insan ve hayvan beslenmesinin yani sira endiistrinin ¢ok farkli kollarinda da genis bir
kullanim alanina sahip onemli bir tahil tiirlidiir. Misir tanesinin kimyasal bilesiminin bir kismini olusturan
protein miktar1 gevresel ve genetik faktorler sonucu degismekle birlikte 1slah ¢aligmalari yardimiyla ihtiyaca
yonelik olarak modifikasyona tabi tutulabilir. Yerel misir popiilasyonlarmin protein miktar1 ve protein
fraksiyonlar1 bakimindan genetik ¢esitliliginin ve tanelerindeki kimyasal bilesimin degiskenliginin saptanmasi
olduk¢a onemlidir. Bu ¢alismada yerel misir popiilasyonlarina ait 120 genotipte tanedeki albumin-globulin,
glutelin ve zein igerikleri kantitatif olarak belirlenmistir. Ayrica, segilen 30 genotipin SDS-PAGE analiziyle
protein fraksiyonlar1 molekiiler agirliklarina gore tespit edilmis ve kiimeleme yontemiyle istatistiksel olarak
aralarindaki iligkileri ortaya koyan bir dendrogram elde edilmistir. SDS-PAGE analizi sonucu olusan bantlar,
albumin-globulin i¢in 5-83 kDa arasinda, glutelin i¢in 9-71 kDa arasinda, zein i¢in 4-72 kDa arasinda
bulunmustur. Protein fraksiyonlari i¢in kiimeleme analizi ile olusturulan akrabalik agaglarinda genotipler ikiser
ana grupta toplanmistir. Kiimeleme analizinin bir sonucu olarak, albumin-globulin ig¢in en benzer genotipler
TR50515 ve TR38232 iken, zein ve glutelin i¢in en benzer genotipler TR38451 ve TR44385’tir. Elde edilen
veriler sonucu yerel misir popiilasyonlarinin oldukga genis bir varyasyona sahip oldugu ortaya koyulmus ve
farkli protein kalite Ozelliklerine sahip ¢esitlerin gelistirilmesi igin yiiriitillecek 1slah ¢alismalarinda
kullanilabilecek genotipler tespit edilmistir.
Anahtar kelimeler: Misir, Albumin-globulin, Zein, Glutelin

Characterization of Anatolian Maize Landraces by Protein Band Sequences

Abstract

Maize (Zea mays) is an important cereal species that has a wide application in many different industries
along with its global use as food and feed. Although the ratio of protein, which forms part of the chemical
composition of maize grain, changes due to environmental and genetic factors, it can be modified according to
needs with the help of breeding studies. Determining the genetic variability of landraces and the variation of
chemical compounds in the grain are of importance for breeding purposes. In this study, the contents of albumin-
globulin, glutelin and zein in corn grains of 120 genotypes belonging to local maize populations were determined
quantitatively. Additionally, protein fractions of 30 selected genotypes were classified according to their
molecular weights by SDS-PAGE analysis, and a dendrogram was obtained to show the statistical relationships
among them through the clustering method. The bands formed by SDS-PAGE analysis were between 5-83 kDa
for albumin-globulin, 9-71 kDa for glutelin, and 4-72 kDa for zein. Genotypes were collected in two main
groups in similarity trees created by cluster analysis for protein fractions. As a result of the cluster analysis, the
most similar genotypes for albumin-globulin were TR50515 and TR38232, while the most similar genotypes for
zein and glutelin were TR38451 and TR44385. It has been revealed that the local maize populations have a quite
wide variation and the genotypes that can be used in breeding studies to develop varieties with different protein
qualities have been identified.
Keywords: Maize, Albumin-globulin, Zein, Glutelin

Giris

Misir genetik degiskenligi olduk¢a genis olan bir bitki olmakla beraber, tropikal, subtropikal
ve 1liman tarimsal bolgeleri kapsayan c¢ok cesitli ¢cevresel kosullar iizerinde diinya ¢apinda basartyla
yetistirilmektedir. Tek yillik bir C4 bitkisi olmasi nedeniyle fizyolojik olarak verimli olmasinin yani
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sira farkli gevrelere adaptasyonu da {ist seviyededir. Son zamanlarda modern diinyanin yaygin
kullanilan gida bitkisi ve ¢ok yonlii kullanilan en 6nemli tahillardan biri haline gelmistir. Insan
beslenmesinde bugday ve geltikten sonra en ¢ok kullanilan bitkidir (Ozcan, 2009; Patel ve ark., 2018).

Insan beslenmesinde musir énemli bir protein kaynagidir, ancak esansiyel amino asitlerin,
ozellikle lizin ve triptofanin diisiik miktarda bulunmas: nedeniyle diisiik protein kalitesine sahiptir
(Shewry, 2007). Misir tohumlar1 %8-10 protein igerir ve bunlarin %70'i depo proteinleri olarak
siniflandirilir. Farkli kimyasal ortamlardaki ¢oziiniirliiklerine gore, endosperm proteinleri albuminler,
globulinler, glutelinler ve prolaminler olarak dort gruba ayrilir (Flint-Garcia ve ark., 2009; Wu ve
Messing, 2014). Bu gruplardan albumin ve globulinler tuzlu su ortaminda, glutelinler asit ortamda ve
zeinler ise alkolde ¢oziinen bilesenlerdir. Ayrica glutelinler molekiiler agirliklarina gore genellikle
yiiksek molekiiler agirlikli (HMW-GS; 80-120 kDa) ve diisiik molekiiler agirlikli (LMW-GS; 30-80
kDa) olarak 2 gruba ayrilir (Galova ve ark., 2011).

Misir tanesinin protein kalitesi tohum endosperminde oldukga fazla bulunan prolaminlere
(zeinlere) baghdir. SDS-PAGE yontemiyle tanimlanan zeinler ¢oziiniirliikleri ile yapisal iliskilerine
gore a-zeinler (22 ve 19 kDa), z-zeinler (15 kDa), y-zeinler (27, 16 ve 50 kDa) ve &-zeinler (10 ve 18
kDa) olarak 4 farkli sinifa ayrilirlar (Spalekova ve ark., 2019). Zeinler disindaki tiim fraksiyonlar
amino asit igerigi bakimindan dengelidir ve lizin ile triptofan bakimindan olduk¢a zengindir. Diger
proteinlerin oranini biiylik dl¢iide degistirmeden lizin eksikligi olan DNA fraksiyonunun baskilanmasi,
misir tanesinde amino asit dengesinde iyilesme saglamak i¢in uygulanabilir bir yaklasim olarak
goriilebilir (Priya ve ark., 2014). Simdiye kadar misirda protein kalitesinin diizelmesi, endosperm
modifikasyonlarinin yani sira kaliteli protein misirinin (QPM) gelismesine yol agan resesif opak2 (02)
mutant1 sayesinde olmustur. Homozigot 02 mutanti, endospermde zein miktarinda bir azalmaya ve
dogal olarak daha yiiksek seviyelerde lizin ve triptofan igeren, zein disindaki diger proteinlerin
oraninda bir artisa neden olmaktadir (Gibbon ve Larkins 2005). Nitekim misirda protein kalitesinin
iyilestirilmesi esansiyel amino asitlerin artirilmasina yonelik bir 1slah stratejisi ile miimkiindiir
(Prasanna ve ark., 2001). Bu nedenle protein kalitesi yiiksek musirlarin gelistirilmesine olanak
saglayabilecek genetik kaynaklarin taranmasi ve timitvar olanlarin belirlenmesi zorunlu hale gelmistir
(Pfunde ve ark., 2015)

Birim alan veriminde hibrit ¢esitler ve modern tarim teknolojileri sayesinde olduk¢a 6nemli
artiglar meydana gelmigtir. Misirin 2007 yilinda diinyadaki iiretimi 792 milyon 732 bin ton iken,
2019°da 1,149 milyar tona ¢ikmustir (Ozcan, 2009; Anonim, 2020). Tiirkiye’de ise 2020 yilinda misir
bitkisinin ekilis alan1 692 bin hektar ve tiretim miktar1 6,5 milyon ton’dur (Anonim, 2021). Verimin
yani sira musirda kalite 6zelliklerinin gelistirilmesi birgok 1slah programinin hedefleri arasindadir
(Egesel ve Kahriman, 2012). Misirin ¢ok yonlii kullanim alanina sahip olmasi bu bitki ile ilgili
yapilacak calismalara duyulan ihtiyaci artirmaktadir. Yerel popiilasyonlar, ¢evre ile birlikte siirekli
evrimlestiklerinden yerel popiilasyonlarin bulundugu musir tarlalari, hibrit g¢esitlerin verimlerinin
artirllmasi, hastaliklara ve diger stres faktorlerine karsi dayaniklilik agisindan performansini
iyilestirmek icin kullanilabilecek yeni yararli alellerin potansiyel kaynagini olusturmaktadirlar
(Shanbao ve ark., 2009). Yerel popiilasyonlarin metabolik 6zelliklerinin bilinmesi ekonomik
degerlerinin de artirilmasina katki saglayabilmek icin olduk¢a 6nemli bir adimdir (Uarrota ve ark.,
2011). Istenen 6zellik bakimindan {istiin genotiplerle ilgili 1slah galismalar1 yapmak igin genetik
cesitlilik esastir. Genetik ¢esitliligin belirlenmesi ve genotip tanimlamada molekiiler belirteglerin
uygulanmasi, seleksiyon etkinligini artirarak islah programlarimi da hizlandirmaktadir (Agarwal ve
ark., 2008; Muhammad ve ark., 2017). Misir genetik kaynaklarinin SDS-PAGE yontemi ile genetik
cesitliliginin belirlenmesi amactyla farkli tilkelerin yerel misir genotipleri {izerinde cesitli aragtirmalar
yuritilmustir (Vivodik ve ark., 2016; Spalekova ve ark., 2019). Tiirk yerel misirlarina yonelik bu
yontem ile bazi arastirmalar yapilmis olsa da (Unlii ve ark., 2018) bu genetik kaynaklarda protein
fraksiyonlarinin kantitatif ve kalitatif varyasyonlari ile ilgili kapsaml1 aragtirmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu ¢alismanin amaci Tiirkiye nin farkli yorelerinden toplanmis yerel misir popiilasyonlarmin
protein orani ve protein fraksiyonlari bakimindan mevcut varyasyonunu incelemek ve bu bilesenler
bakimindan farkli degerlere sahip (yiliksek, orta, diisiik) popiilasyonlarin SDS-PAGE yontemi ile
genetik yakinliklarini arastirmaktir. Ayrica incelenen protein fraksiyonlarmin kalitimina iliskin
degerlendirmeler ile ileride bu materyallerden hangi alanlarda faydalanabileceginin belirlenmesi
hedeflenmistir.
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Materyal Yontem

Bitkisel Materyal

Bu calismada Karadeniz, Marmara, Ege, Giiney Dogu Anadolu, Akdeniz, Dogu Anadolu
bolgelerindeki at disi ve sert tane yapisina sahip kdy popiilasyonlarindan farkli sayilarda alman 120
genotip kullanilmistir. Standart cesit olarak ise yedi adet ticari hibrit ¢esit kullanilmigtir. Kullanilan
yiiz yirmi genotip igerisinden protein ekstraksiyonu sonrasi belirlenen albumin-globulin, glutelin ve
zein miktarilarina bakilarak her bir 6zellik i¢in disiik, orta ve yiiksek degerlere sahip 10’ar (toplam
30) genotip secilmis ve SDS-PAGE analizinde kullanilmigtir.

Protein Ekstraksiyonu

Misir endosperminde bulunan protein fraksiyonlar i¢in sirastyla; albumin-globulin i¢in 0,5 N
NaCl soliisyonu, glutelin i¢in %70 etanol ve %2 8- merkaptoetanol, zein i¢in %1 SDS ve %2 -
merkaptoetanol soliisyonlar1 hazirlanmistir. Yagdan ve nemden uzaklastirilan endosperm unlari
eppendorf tiiplerin i¢ine 100 mg olacak sekilde hassas terazide tartilarak koyulmustur. Tiplerin
icindeki Orneklerin iizerine hazirlanan ekstraksiyon tamponlari sirasiyla eklenerek 1 saat boyunca
calkalayic1 yardimiyla calkalanmis ve iki kez ekstrakte edilmistir. Albumin ve globulinler 4 °C'de,
zein ve glutelin ise 22 °C'de ekstrakt edilmistir. Numunenin ve ekstraksiyon tamponunun karigimlar
10.000 g'de 10 dakika siireyle santrifiije tabi tutulmustur. Aymi fraksiyondan gelen siipernatantlar
toplanmis ve boya baglama yontemi ile konsantrasyonlar i¢in olgiilmiistiir. Zeinler ve glutelinler,
referans olarak zein kullanilarak albumin ve globulinler, referans olarak albumin kullanilarak Bradford
protein testi ile Ol¢lilmiigtiir. Tiim bu islemlerin devaminda iist fazlardan alinan her bir fraksiyonun
supernatantlarindan elde edilen ekstaktlardan Syl alinarak tizerine 200 ul Bradford soliisyonu eklenmis
ve mikroplaka icindeki haznelere koyularak mikroplaka okuyucuda 595 nm’de absorbans degerleri
kayit altina alinmigtir.

SDS-PAGE

Sodyum Dodesil Siilfat varliginda Poli Akrilamid Jel Elektroforezi icin Oncelikle gerekli
soliisyonlar hazirlanmstir.

%10’luk Amonyum persiilfat: 1 g amonyum persiilfat 10 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanmustir.

Stacking jel soliisyonu (4X): 60,5 g tris base 850 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek ve pH’1
HCl ile 6,8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

%30’luk Acrylamide soliisyonu: 29,22 g acrylamide ve 0,78 g bisacrylamide 100 ml saf su
igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Resolving jel soliisyonu (4X): 181,5 g tris base 850 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek ve pH
HCl ile 8,8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

10X Running buffer: 30 g tris base, 144 g glisin ve 10 g SDS tartilarak 1000 ml saf su
icerisinde ¢ozdiirliir. Her kullanim i¢in 500 ml running buffer ve 4500 ml saf su karistirilmis ve
elektroforez tanki 5 litre running buffer ile doldurulmustur.

Stok 4X yiikleme tamponu: 4 ml gliserol, 2 ml mercaptoethanol, 1,2 g SDS, 5 ml 4X stacking
soliisyonu, 0,03 g bromofenol karigtirilmis ve -20 'C’de saklanmustir.

Santrifiijde ekstrakte ettigimiz 6rneklerin {ist fazindan aldigimz siipernatantlardan elde edilen
kistmdan 250 pL. alinmigtir. Albumin-globulinler i¢in %15°lik ¢oziicii jel ve tankin iist kismina
eklenecek olan %4’liikk ayirma jeli hazirlanmistir. Zeinler igin ise %12’lik ¢oziicli jel hazirlanmistir.
Elektroforez tankinin i¢inde iki ayr1 jel kosturmasi igin her birinden 2 jel karisimi hazirlanmastir.

Cizelge 1. Elektroforez i¢in gerekli jellerin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar

%4’lilk Ayirma Jeli %12’lik Coziicii Jel (Zeinler icin) %15°lik Coziicii Jel

e 16,8 mlsafsu e 12,35ml saf su e 8,8 mlsafsu

e 2,6 ml %30 acrylamyde e 14,1 ml %30’luk stok acrylamyde | e 17,625 ml %30 acrylamide
soliisyonu soliisyonu soliisyonu

e 6,4 ml 4X stacking jel, Tris e 18,8 ml 4X ¢oziicii Tris soliisyonu | e 18,8 ml 4X ¢oziicii Tris
soliisyonu e 350 uL %10’luk amonyum soliisyonu

e 0,01 uL %10 amonyum persiilfat e 350 uL %10’luk amonyum
perstilfat e 35ulL TEMED persiilfat

o 26,8 uL TEMED e 35ul TEMED
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Orneklerin Dikey Elektroforezde Kosturulmasi

Elektroforez tankinin icine %15°lik albumin veya glutelinler i¢in hazirlanan ¢oziicii jel ve
ardindan tizerine %4 liikk ayrici jel dokiilmiistiir (her jelin katilagmasi i¢in 30 dakika beklenmistir).
Zeinler icin ise yalnizca %12°lik jel dokiilmiistiir. Uzerine 250 pL yiikleme tamponu konulan drnekler
vorteks yardimiyla calkalanmis ve 95 °C’de 5 dakika boyunca sicak su banyosunda bekletildikten
sonra 3000 g’de santrifiij edilmislerdir. 96 kuyucuklu mikroplatelere ilk kuyucuk bos birakilarak,
ikinci kuyucuga 8 uL standart ve iigiincii kuyucuktan itibaren 8 pL 6rnek yiiklenmistir. Ornekler 100
V’da tam ayrim gerceklesene kadar kosturulmuslardir. Daha sonra jel tankindan alinan jeller, 60 gr
TCA, 1 gr Brilliant Blue ve 25 mL etanoliin saf suyla 500 mL’ye tamamlanan karisim soliisyonuyla
gece boyunca calkalayictya birakilmis ve ardindan jellerin goriintiisii kaydedilerek Gelanalyzer
programina yiiklenmistir. Ik ve son kuyucuklara koyulan standartlarin olusturdugu 9 bant belirlenerek
molekiiler agirlhiklar1 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130, 250 kDa olarak programa tanimlanmistir.
Molekiiler agirliklar1 tanimlanan standartlara gore olusan diger o6mneklerin olusturdugu bantlarin
molekiiler agirliklar1 program tarafindan hesaplanmistir.

Verilerin Degerlendirilmesi

Tarla denemesi augmented deneme desenine gore kurulup 2018 yilinda Canakkale sartlarinda
yiiriitilmistir. Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde augmented
deneme desenine uygun varyans analizi teknigi kullanilmistir. Verilerin analizinde R-Project (R Core
Team, 2018) programinin ‘augmentedRCBD’ kiitiiphanesinden (Aravind ve ark., 2019)
yararlanilmigtir. Yiiz yirmi yedi genotip tarlada bulunduklar1 yere gore 6 bloga, standart gesitler ve
kdy popiilasyonlart olmak iizere iki gruba ayrilmiglardir.

Bulgular ve Tartisma
Genotiplerin albumin-globulin, glutelin ve zein igerikleri 6nce kantitatif olarak belirlenmistir.
Cizelge 2. Protein fraksiyonlarina ait varyans analizi tablosu

Varyans Kaynag SD A-G Glutelin Zein
KO P degeri KO P degeri KO P degeri
Standartlar 6 0,028 0,974 0,163 0,065 0,457 0,341
Genotip (BH) 126 0,144 0,499 0,078 0,423 0,676 0,044
Grup 1 0,982 0,013 0,470 0,016 0,133 0,560
Popiilasyon 119 0,143 0,510 0,070 0,562 0,662 0,038
Blok (GH) 5 0,061 0,823 0,013 0,968 2,14 0,0009

Hata 30 0,142 0,072 0,386

*SD: serbestlik derecesi, A-G: Albumin-Globulin, GH: genotip etkisi hari¢, BH: blok etkisi harig, KO: kareler ortalamasi

Varyans analizi sonuglari standart ¢esitler ile kdy popiilasyonlar1 arasinda albumin-globulin ve
glutelin icerigi bakimindan 6nemli bir fark oldugunu (p=0,013) gostermis, zein igerigi bakimindan koy
popiilasyonlarina ait genotiplerin varyasyona etkisi dnemli bulunmustur (p=0,044) (Cizelge 2).

Yerel musir popiilasyonlarinin albumin-globulin degerleri %0,06 ile %2,10 arasinda degismis,
ortalama albumin-globulin orami %1,14 olarak belirlenmistir. Standart gesitlerin albumin-globulin
oranlarina bakildiginda deger araligi %0,87-%1,07, ortalama ise %0,96 olarak tespit edilmistir.
Glutelin oranlar1 kOy popiilasyonlarinda %0,87-2,23, standart ¢esitlerde %1,56-1,99 arasinda
degismektedir. Popiilasyonlara ait ortalama deger %1,62, standartlara ait ortalama deger ise %1,7
olarak belirlenmistir. Hem albumin-globulin hem de glutelin oranlar1 bakimindan grup igi farkliliklar
istatistiki olarak ©nemli bulunmamis olmasmna karsin sahip olunan araliklar aslinda gbz ardi
edilemeyecek bir varyasyonun mevcut oldugunu gostermektedir. Genotiplerin ortalama zein oram
%1,89 bulunmus, ayrica %0,09 ile zein orani en diisiik olan genotip Ege bdlgesinden, %3,95 ile en
yiiksek zein oranina sahip genotip Karadeniz bolgesinden toplanan materyallerdendir. Ortalama %1,6
zein iceren standart c¢esitlerin sahip oldugu varyasyonun istatistiki olarak Onemli ¢ikmadigi
goriilmektedir. Endosperm depo proteinlerinin normal misir tanesindeki proteinde ortalama olarak;
albuminlerin %3 oraninda, globulinlerin %3 oraninda, zeinlerin %60 oraninda ve glutelinlerin %34
oraninda bulundugu farkli ¢alismalarda bildirilmistir (Flint-Garcia ve ark., 2009; Priya ve ark., 2014;
Yau ve ark., 1999; Wu ve Messing, 2014). Bunun disinda Misir Arastirma Enstitiisii Zemun Polje
(MRIZP), Belgrad, Sirbistan'da gelistirilen sekiz misir melezinin tane 6zelliklerini karakerize etmek
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amactyla yapilan caligmada kuru madde miktarinda ortalama olarak albumin %1,71 oraninda, globulin
%1,10 oranminda, a-zein %2,67 oraninda, glutelin %2,23 oraninda bulunmustur (Zilic ve ark., 2011).
Literatiirde yer alan bu caligmalara bakildiginda bizim c¢alismamizdaki genotiplerde zein oraninin
biraz daha diisiik, glutelin oraninin orta seviyede, albumin-globulin oranmin ise yiiksek oldugu
sonucuna varilabilir.

Protein fraksiyonlarinin genis anlamda kalitim dereceleri albumin-globulin i¢in 0,024, glutelin
icin 0,024 ve zein i¢in 0,440 olarak bulunmustur. Robinson (1966) tarafindan yapilan degerlendirmeye
gore, albumin-globulin ve glutelin bilesenlerine ait kalitim dereceleri diisiik (<0,30), zeine ait kalitim
derecesi ise orta seviyededir (0,30< ile <0,60). Protein fraksiyonlarnin kantitatif analiz sonuglarina
gore koy popiilasyonlari igerisinde zein, glutelin, ve albumin igerigine gore ayr1 ayri olmak iizere 3’er
adet diislik, 4’er adet orta ve 3’er adet yiiksek degere sahip 10’ar adet (toplamda 30 adet) genotipin
SDS-PAGE yontemine gore jel goriintiileri Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3’te gosterilmistir. Albumin-
globulin i¢in yapilan SDS-PAGE analizi sonucu toplam 51 bant belirlenmistir. 7 kDa molekiiler
agirhigma sahip bant 15 genotipte goriiliirken, 22 kDa molekiiler agirhigindaki bant 21 genotipte
gozlemlenmistir (Sekil 1). Yau ve ark. (1999) tarafindan albumin globulin i¢in yapilan ¢alismada
SDS-PAGE sonucu olusan bantlarin 5-54 kDa arasinda degistigi bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda
neredeyse benzer bir sonu¢ bulunmus, albumin-globulin agisindan genotiplerin 5-83 kDa arasinda

cwe

degistigi belirlenmistir.

Sekil 1. Albumin-Globulin i¢in yapilan SDS-PAGE analizi sonucu genotiplerin jel gériintiileri (ilk ve son
kuyucuklarda yukaridan asagiya 250 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa ve 10
kDa molekiiler agirliga sahip standartlar bulunmaktadir).

Glutelin i¢in SDS-PAGE’de 47 bant gozlemlenmis, 12 kDa molekiiler agirligina sahip bant 19
genotipte, 13 kDa molekiiler agirliga sahip bant 20 genotipte, 15 kDa molekiiler agirliga sahip bant 22
genotipte, 19 kDa molekiiler agirliga sahip bant 21 genotipte ve 21 kDa molekiiler agirliga sahip bant
21 genotipte gdzlemlenmistir. Olusan bantlar 9-71 kDa arasindadir (Sekil 2). Glutelinlerin molekiiler
agirliklarina gore genellikle yiiksek molekiiler agirlikli glutelin alt birimleri (HMW-GS; 80-120 kDa)
ve diisiik molekiiler agirliklt glutelin alt birimleri (LMW-GS; 30-80 kDa) olarak 2 gruba ayrildig
bildirilmistir (Galova ve ark., 2011). Calismamizda SDS-PAGE yontemiyle belirlenen glutelinlere ait
bant dizilerinin tamaminin 80 kDa’nin altinda oldugu goriilmektedir. Bu durumda yaptigimiz analiz
sonucu yalnizca diisiik molekiiler agirlikli glutelinlerin belirlendigi sdylenebilir.

-~y T

.-

- 2 L N -

Sekil 2. Glutelin igin yapilan SDS-PAGE analizi sonucu genotiplerin jel goriintiileri (1k ve son kuyucuklarda
yukaridan asagiya 250 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa ve 10 kDa molekiiler
agirliga sahip standartlar bulunmaktadir).

83



COMU Zir. Fak. Derg. (COMU J. Agric. Fac.)
2021:9 (1): 79-87

ISSN: 2147-8384 / e-ISSN: 2564-6826

doi: 10.33202/comuagri.772844

Sekil 3. Zein icin yapilan SDS-PAGE analizi sonucu genotiplerin jel goriintiileri (Ilk ve son kuyucuklarda
yukaridan asagiya 250 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa ve 10 kDa molekiiler
agirliga sahip standartlar bulunmaktadir).

Zein fraksiyonlar1 bakimindan SDS-PAGE analizi sonucu farkli molekiiler agirliklarda 28 adet
bant olusturdugu gozlenmis, bu bantlardan 19-24 aras1 molekiiler agirliga sahip olanlar biitiin
genotiplerde gozlemlenirken olusan diger bantlar polimorfizm gostermistir. Zein fraksiyonlarina
yonelik analizde olusan bantlar 4-72 kDa arasindadir (Sekil 3). SDS-PAGE yontemiyle tanimlanan
farkli molekiiler agirliktaki zeinlerin ise, a-zeinler (22 ve 19 kDa), z-zeinler (15 kDa), y-zeinler (27, 16
ve 50 kDa) ve 8-zeinler (10 ve 18 kDa) olarak siniflandirildigi ¢calismalarda raporlanmistir (Spalekova
ve ark., 2019). Yaptigimiz SDS-PAGE analizi sonucu 6zellikle 22-19 kDa bantlarin genotiplerin
cogunda goriildiigii gozlemlenmistir. Genotiplerin %22’sinde 10-18 kDa olan bantlar bulunmakta,
%27’sinde 10 kDa olan bant bulunmaktadir.

Spalekova ve ark. (2019) kiimeleme analizi yontemi kullanilarak 30 g¢esit misir arasindaki
iligkileri ortaya koymak icin bir dendrogram olusturmus ve c¢esitlerin 2 ana kiimeye ayrildigim
bildirmislerdir. SDS-PAGE ile elde ettikleri protein bantlarinin boyutu, 5 ila 120 kDa arasinda
degismistir. Vivodik ve ark. (2016), Avrupa’ya ait 40 misir genotipinde 23 protein bandi belirlerken,
bu bantlarin molekiiler agirliklar1 ise 20 ila 140 kDa arasinda degismistir. Yapilan bu ¢aligmalara
bakildiginda, bizim ¢alismamizda da benzer bir sekilde belirlenen bant araliginin 4-131 kDa arasinda
oldugu goriilmektedir fakat calismamizda belirlenen bant sayisi bu ¢alismalara gore ¢ok daha fazladir.

Elde edilen jel goriintiilerinin sayisal skorlara donistiiriilmesinin ardindan bu skorlara gore
olusturulan kiimeleme dendrogramlar1 Sekil 4’te sunulmustur. Olusturulan dendrogramlarin her biri 8
ve 22 genotip olmak lizere 2 ana kiimeye ayrilmis ve ikinci biiyiik kiimedeki 22 genotip de esit bir
sekilde kendi iginde iki gruba ayrilmistir. Dendrogramlarin hepsinde ilk kiimede 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30 nolu genotipler (TR37630, TR48893, TR51719, TR51727, TR38040, TR37583, TR55471,
TR55540) bulunurken diger genotipler ikinci kiimede yer almistir. Protein bantlarinin varligi/yoklugu
bakimindan en benzer genotipler 22 genotip igeren ikinci kiimede bulunmaktadir. Hem glutelin hem
de zein bakimindan birbirine en benzeyen iki genotip 5 ve 6 nolu genotipler (TR38451 ve TR44385)
olurken, albumin-globulin bakimindan birbirine en fazla benzerlik gosteren genotipler ise 12
(TR50515) ile 15 (TR38323) olmustur (Sekil 4). Genotiplerin hepsi, ii¢ dendrogramda da ayni
kiimelerde bulunurken yalnizca 15 numarali genotip, glutelin igin olusturulan dendrogramda farkli bir
kiimede yer almistir. Bu durumda genotiplerin her ii¢ 6zellik bakimindan da benzer iliskilere sahip
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. Genotipler arasindaki iliskileri gosteren dendrogramlar (A- albumin-globulin bakimindan, B- glutelin
bakimindan, C- zein bakimindan aralarindaki iliskiler). TR54196, TR53254, TR37998, TR37115, TR38451,
TR44385, TR50551, TR42948, TR49234, TR38208, TR42868, TR50515, TR38323, TR42985, TR50642,
TR42725, TR38401, TR37573, TR50511, TR50130, TR37876, TR49303, TR37630, TR48893, TR51719,

TR51727, TR38040, TR37583, TR55471, TR55540 kodlu genotipler sirasiyla 1’den 30’a kadar
numaralandirilmistir.

Sonug¢ ve Oneriler

Lizin ve triptofan miktarinin az olmasindan zeinlerin sorumlu oldugu bilindiginden kantitatif
analiz sonucu belirlenen zein igerigi en disiik olan TR37955, TR55507, TR50511, TR37986,
TR50130, TR38323 kodlu genotipler QPM 1slah ¢alismalarinda degerlendirilebilir.

Otuz genotip i¢in yapilan SDS-PAGE sonucu albumin-globulin bakimindan en benzer
genotipler 12 (TR50515) ve 15 (TR39323) numarali genotiplerdir ve ikisi de Karadeniz bdlgesine
aittir. Hem glutelin hem de zein bakimindan en benzer genotipler 5 (TR38451) ve 6 (TR44385)
numarali genotipleridir. Bu genotiplerden ilki Ege bolgesine ait ikincisi ise Karadeniz bolgesinden
toplanmis materyallerdir. Anadolu’daki popiilasyonlar protein fraksiyonlar1 bakimindan oldukg¢a genis
bir varyasyona sahip olmakla birlikte, farkli bolgelerde olsalar dahi aralarinda akrabalik iligkileri
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bulunabilecegi sOylenebilir. Zein bakimindan kdOy popiilasyonlarinin gdstermis oldugu genetik
varyasyon ve bu 6zellik ile ilgili olarak tespit edilen kalitim derecesinin boyutu 1slah agisindan timitvar
olarak degerlendirilebilir.

Not: Bu makale Sule Akbulut’un “Anadolu’ya Ait Yerel Misir Popiilasyonlarinin Protein Bant Dizileri Yardimiyla
Karakterizasyonu” adl1 yiiksek lisans ¢alismasina dayanilarak hazirlanmistir.
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